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(54) Preparation purifiee de proteine kin17 et ses applications, notamment au depistage de reman iements chro- 
mosomiques. 

Preparation purifiee de la proteine kin17 de souris. 
Xadite preparation purifiee de la proteine kin 17 de souris 

est caracterisee en ce qu'elle presente un "doigt de zinc" ■ ■ . . w ^ wm& ^ ;\ 

capable de fixer les ions Zn" reactifs, en ce qu'elle est ca- ■'^^ B, - k 

pable de reconnattre I'ADN simple- ou double-brin et no- - — — — ™~ 

tamment ies regions courbees de i'ADN double-brin, en ce 1 

qu'elle presente un poids moleculaire apparent de 43 000 ' ' " i ' ,i ^ i ' t ^* raii ' — 

daltons, et en ce qu'elle est reconnue aussi bien par les an- ^ j<. (it ^ ^ ^ ( .-^ ^ t .« ^ ^ ... 

ticorps anti-proteine kin17 que par les anticorps anti- .~«**«-«..™^*--^ 

proteine recA d'E. coli. „ ij ^ . -tl ™ ^ ;.'. 4 ,.„ .. 

Les fragments peptidiques de cette preparation sont ap- J " J -•*r^>>^-<-< ^<-^ 

tes a etre utilises comma reactifs de detection de ia pro- ._,„.:; , „.,,,..,j.;t..,. :< 

teine kin1 7, pour surveilier, evaluer et apprecier ('exposition 

des mammiferes, notamment de I'homme, aux differents - u -™ 
agents genotoxiques. (i- ^ > 
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La presente invention est relative a une pre- 
paration purifiee de proteine kinl7 de souris, a son pro- 
cede d'obtention et a ses applications, notamment a ' la 
production d'anticorps et a la detection des proteines 
kinl7 de mammiferes, des genes ainsi que des produits de 
transcription KIN-17 de mammiferes et au depi stage de 
remaniements chromosomiques chez les mammiferes et no- 

tamment 1' Homme. 

La presente invention est egalement relative 
aux sequences d'ADNs genomiques murins et humains ainsi 
qu'a la sequence de 1 1 ADNc humain, aux oligonucleotides 
qui permettent la detection des genes KIN17 ou des pro- 
duits de transcription eorrespondants, aux vecteurs d'ex- 
pression ou plasmides portant lesdites sequences ainsi 
qu' aux bacteries con tenant lesdits vecteurs. 

De nombreux agents genotoxiques provoquent des 
lesions ou alterations de 1 1 ADM et bloquent la replica- 
tion de 1 1 ADM ; pour assurer la survie cellulaire et le 
maintien de ■ 1 ' integrite de 1 ' ADN, une serie de syst ernes 
deV sauvegarde existent aussi bien chez, les bacteries' que 
chez les organismes superieurs tels que les mammiferes ; 
en particulier, de nombreux genes sont induits afin de 
retablir la structure normale de 1 'ADN et participent 
ainsi au processus de reparation de ce dernier. 

Ce processus a ete particulierement bien etu- 

die chez la bacterie Escherichia coli , chez laquelle un 
ensemble de genes appele syst erne SOS, est implique dans 
la reparation del" ADN. Ces genes, sous le cont role d'un 
meme represseur , sont induits par les lesions de 1 1 ADN. 
Une proteine, la proteine recA, joue un role central, dans 
ce processus de reparation : c'est en effet son activa- 
tion qui va declencher la reponse SOS, en inactivant par 
clivage le represseur des genes SOS ; en plus d'un role 
de regulation, cette proteine RecA a un r6.1e enzymatique 
direct dans la recombinaison et intervient dans le pro- 
cessus de mutagenese. De maniere plus precise [A.I. ROCA 
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et al., (Biochemistry and Molecular Biology, 1990, 25 # 
415-456)], la proteine recA participe a la recombinaison 
de facon essentielle et favor ise : 

(i) l'inactivation de la proteine lexA, qui a 
un role de represseur des genes du systeme SOS, 

(ii) elle est egalement impliquee dans le pro- 
cessus de mutagenese et dans la replication de 1 ' ADN 
stable . 

A.I ROCA et al. ont, en particulier, etudie la 
structure de cette proteine recA, qui comprend 3 52 ami- 
noacides. Cette proteine se lie a 1 1 ADN de maniere assez 
complexe (liaison a deux molecules d ' ADN) et une etude 
plus fine de sa structure a montre que la region C- 
te.rminale est impliquee dans les interactions proteine- 
proteine ainsi que dans I'activite proteique et que les 
17 aminoacides C-terminaux ne sont pas essentiels pour 
les operations de recombinaison homoiogue, de resistance 
aux U.V. et d' induction de la reponse SOS. La region N- 
terminale ■ intervieiidra.it dans le processus d 1 auto-assem- 
blage de la proteine. 

Chez les mairraiferes, on connait quelques genes 

qui interviennent dans la reparation par excision, mais 
les genes responsables de la recombinaison et de la muta- 
genese n'ont pas encore ete clairement identifies . 

Toutefois, une proteine nucleaire de soufis, 
kinl7, a ete raise en evidence par l'un des Invent eurs 
[Angulo J.F. et al, (Mutation Res., 1989, 123-134)] et 
est immunologiquement reliee a la proteine recA. d'E. 
coll, son identification ayant ete possible a 1 ' aide 
d'anticorps anti-recA d'E. coli, chez des cellules de rat 
FR 3T3. La production de cette proteine kinl7 est induite 
par les agents genotoxiques , come le rayonnement ultra- 
violet. Elle a une localisation pref erentiellement 
nucleaire. De plus, elle est minoritaire parmi les pro- 
lines cellulaires et tres sensible a la proteolyse enzy- 
matique. 
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Elle est vraisemblablement impliquee dans le 
metabolisme de l'ADN, dans la mesure ou elle augmente 
lors de certaines phases cellulaires de la .synthese de 
l'ADN et dans la reparation et ou elle s 1 accumule dans le 
noyau apres alteration de 1 ' ADN. 

Poursuivant ses travaux, J.F. ANGULO et al. 
(Biochimie, 1991, 11, 251-256) ont caracterise des anti- 
corps anti-recA monospecifiques, aptes a etre utilises 
pour detecter 1'expression de ladite proteine kin par des 
vecteurs d' expression. Ces Auteurs ont ainsi mis en va- 
leur un fragment d ' ADNc denomme KINl7 60i , derive de l'ARN 
embryonnaire de souris et exprimant un polypeptide 
(kinl7 20 0 ) ^ presente des reactions croisees avec les 

anticorps anti-recA. 

La comparaison de la sequence du polypeptide 

(kin200) code par cet ADNc avec la sequence de la pro- 
teine recA a conduit a la mise en evidence de sequences 
communes correspondant a des sequences situees entre les 
aminoacides 309-347 de la recA. 

Dans Nucleic Acids Research, (1991, 19, 5117- 
5123 ) , J.F . ANGULO et al . ont identif ie et exprime .1 ' ADNc 
de KIN17 (1414 bp) chez la soucis, en utilisant le frag- 
ment KIN17 60 l P recite, comir.e sonde. 

L 1 ADNc KIN17 presente un seui cadre de lecture 
25 ouvert, entre les positions 25 et 1198, qui code pour une 
proteine de 391 aminoacides (proteine kinl7) qui presente 
un domaine de liaison au zinc (motif en "doigt de zinc") 
entre les residus 2 8 et 50 et un determinant antigenique 
du meme type que celui de la proteine recA entre les po- 

3 0 sit ions 162 et 201. 

L ' existence de trois signaux de localisation 
nucleaire est supposee au niveau respectivement des resx- 
dus 157-160, 253-256 et 295-300 de ladite proteine kinl7 . 

La localisation chromosomique du gene codant 
35 pour la kinl7 a ete effectuee par hybridation in situ, 
sur le chromosome 2, chez la souris . 
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Compte-tenu de ce qui precede, il paraissait 
important et interessant de disposer de react if s speci- 
fiques, aptes a suivre 1' express ion du gene KIN-17 chez 
les mammiferes, pour surveiller, evaluer et apprecier 
1' exposition des mammiferes et notamment de 1' Homme aux 
differents agents genotoxiques . 

En consequence, poursuivant ses etudes J.F. 
ANGULO et al . se sont donne pour but de pourvoir a des 
reactifs aptes a permettre la detection d'une exposition 
d'un mammifere et notamment de 1' Homme, a un agent geno- 
toxique. lis ont pris pour point de depart, une prepa- 
ration purifiee de proteine kinl7 de souris obtenue par : 

(a) surproduction de proteine kinl7 , a oartir 
de bacteries porteuses de plasmides contenant 1 ' ADNc du 
gene KIN17 et un promo teur induct ible, par culture des- 
dites bacteries en presence d'IPTG, 

.(b) separation des bacteries ayant exprime la- 

dite proteine kinl7, 

(c) extraction des proteines par lyse des bac- 
teries,; 

(d) separation d'une fraction riche en pro- 
teine kinl7, a partir de 1 1 extrait total de proteines par 
chromatographie sur colonne d'heparine-AcA et elation 
avec un tampon d'une force ionique egale a 0,55 M NaCl, 

(e) purification par chromatographie de la 
fraction obtenue sur une colonne d'hydroxyapacite et elu- 
t ion par un gradient de force ionique et 

(f) separation de la fraction purifiee par 
electrophorese sur gel de polyacrylamide a 11 %. 

Cette preparation purifiee de proteine kinl7 
se caracterise en ce qu'elle presente un "doigt de zinc- 
capable de fixer les ions Zn ++ reactifs, en ce qu'elle 
est capable de reconnaitre l'ADN simple- ou double.-brin 
et notamment les regions courbees de l'ADN double-br in, 
en ce qu'elle presente un poids moleculaire apparent de 
43 000 daltons, et en ce qu'elle est reconnue aussi bien 
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par les anticorps anti-proteine kinlV que par les anti- 
corps anti-proteine recA d\ Escherichia coli . 

Les Inventeurs ont trouve qu'une telle prepa- 
ration purifiee de kinl7 permet, de maniere inattendue, 
de fournir tout un pool de reactifs aptes a detecter la 
proteine kinl7 induite par des agents.genotoxiqu.es, tels 
que le rayonnement X ou ultraviolet, en particulier, et 
de caracteriser ainsi 1 ■ interaction de cette proteine 

avec l'ADN courbe . 

La presente invention a pour objet des frag- 
ments de la proteine kinl7 purifiee et notamment : 

- un fragment de 15 aminoacides (peptide D-16- 
Y) de sequence : Asp-Glu-Glu-LysThrAla-Lys-Phe-Ile-Glu- 
Glu-Gln-Val-Arg-Arg, qui correspond a la region de la 
proteine kinl7 , homologue a la proteine recA d'E.coli et 

- un fragment de 11 aminoacides (peptide Y-13- 
K) , de sequence : Gln-Lys -Gln-Cys-Arg-Asp-Glu-Asn-Gly- 
Phe-Lys, qui ' se trouve dans le domaine fpnctionnel de- 

nomme doigt de zinc. 

De tels peptides correspondent a des zones 
par t iculierement immunogenes et conservees de la proteine 
kinl7 et permet tent d'obtenir des anticorps poiyspeci- 

fiques de mammi feres . 

La presente invention a egalement pour objet 

des anticorps anti-proteine kinl7, caracterises en ce 
qu'il sont obtenus par immunisation de mammiferes et no- 
tamment de lapins avec une suspension antigenique consti- 
tute par la preparation purifiee de proteine kinl7 , 

conforme a 1' invention. 

La presente invention a egalement pour objet 
des anticorps anti-proteine kinl7, caracterises en ce 
qu'il sont constitues par des anticorps ant i- fragments 
peptidiques tels que decries ci-dessus . 

Selon un mode de realisation avantageux des- 
dits anticorps, ils sont constitues par des anticorps po- 
lyclonaux. 
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Ces anticorps polyclonaux sont avantageusement 
obtenus par immunisation d'un mammifere approprie, notam- 
ment le lapin, avec ua peptide ou un melange de peptides 
conformes a 1 1 invention, eventuellement couple a une pro- 
5 t eine convenable, telle que 1 ' ovalbumine, la BSA 
notamment . 

Selon un autre mode de realisation avantageux 
desdits anticorps, ils sont constitues par des anticorps 
monoclonaux specif iques de chacun des peptides definis 
10 ci-dessus . 

Ces anticorps monoclonaux anti-fragments pep- 
tidiques sont avantageusement obtenus , d 1 une maniere 
connue en ' elle-meme par fusion de cellules spleniques de 
souris immunisees par un antigene constitue par 1 ' un des 

15 fragments peptidiques tels que definis ci-dessus, even- 
tuellement couple a une proteine convenable, telle que 
1 ■ ovalbumine ou la BSA notamment , avec des cellules 
myelomateuses appropriees ; 

La presente invention a ega lenient pour objet 

20 une sequence nucleotidique, caracterisee en ce qu 1 elle 
est constitute par la sequence d' ADM genomique KIN17 rau- 
rin, en ce qu'elje possede au mo ins deux introns, dont 
l'un. se situe au niveau du nucleotide 137 et 1 ■ autre 
entre les nucleotides 339 et 429 de I'ADNc murin codant 

2 5 pour la proteine kinl7 , comprenant 1414 paires de bases 

et presentant la formule I representee a la figure 1 
annexes/ 

L ' invention a egalement pour objet des oligo- 
nucleotides, caracterises en ce qu' ils sont constitues 

3 0 par un fragment de la sequence nucleotidique de formule I 

conforme a 1 'invention. 

Parmi lesdits fragments, on peut citer en par- 

ticulier ; 

- un oligonucleotide B , caracterise en ce 
35 qu'il presente la sequence de formule B suivante : 

AGGCGGAAAGAACCAGGGGATCCC 
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un oligonucleotide C, caracterise en ce qu'il 
presente la sequence de formule C suivante : 
GCGAGTCCCAGCGGTACC 

- un oligonucleotide D, caracterise en ce 
qu'il presente la sequence de formule D suivante : 

GACCTTGAAGACTCCGCTGCGAA 

- un oligonucleotide E, caracterise en ce 
qu'il presente la sequence de formule E suivante : 

ACTGCCAAGTTC ATTGAG 

- un oligonucleotide F, caracterise en ce 
qu ' il presente la sequence de formule F suivante : 

TTCTTCTTCTTCAGCCGGGACCTA 

- un oligonucleotide G, caracterise en ce 
qu'il presente la sequence de formule G suivante : 

TCGAAGAGGAAAAGAAAAGGACCG 

un oligonucleotide I , caracterise en ce 
qu'il presente la sequence de formule I suivante : 
CTGGAACTTCTGAGGCGACGCTT 

- un oligonucleotide J, caracterise en ce 
qu'il presente la sequence de formule J suivante : 

CCGACCATGTAAGTCATCTATCTG 

- un oligonucleotide K, caracterise en ce 
qu'il presente la sequence de formule K suivante : 

CATGAGCCACCGAGAGC ACATC , 

- un oligonucleotide L, caracterise en ce 
qu'il presente la sequence de formule L suivante : 

AGCTGCTGCAGGAGCTTATCG , 

- un oligonucleotide S, caracterise en ce 
qu'il presente la sequence de formule S suivante : 

AGCCCCAAGGCCATCGCCAA . 

La presente invention a egalement pour ob jet 
des paires d' amorces pour la synthese et/ou la detection 
de 1 ' ADN genomique ou d 1 un produit de transcription du 
gene KIN17, caracterise en ce que chaque amorce comprend 
une sequence ou un fragment de sequence nucleotidique 
telle que definie ci-dessus. 
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Selon un mode de realisation desdites paires 
d' amorces, elles sont avantageusement constitutes par un 
oligonucleotide de formula E apparie avec un oligonucleo- 
tide de formule F , 

Selon un mode de realisation desdites paires 
d' amorces, elles sont avantageusement constitutes par un 
oligonucleotide de formule I apparie avec un oligonucleo- 
tide de formule J. 

Selon un mode de realisation desdites paires 
d' amorces, elles sont avantageusement constitutes par un 
oligonucleotide de formule K apparie avec un oligonucleo- 
tide de formule J. 

Les dif ferentes paires d' amorces 

(oligonucleotide E/oligonucleotide F , oligonucleotide 
I / o 1 igonuc 1 eo t ide J, oligonucleotide K/oligonucleotide J) 
permettent de detecter (et eventuellement de doser) I'ADN 
et 1 1 ARN KIN17 , avec une sensibilite accrue, due a 1' am- 
plification en chaine a I'aide d' une polymerase. 

La presente invention a egalement pour objet 
des sondes nucleotidiques , caracterisees en ce qu' elles 
comprennent une sequence nucleotidique ou un fragment de 
sequence telle que definie ci-dessus, ef entuellement mar- 
quee a 1 • aide d'un marqueur tel qu'un isotope radioactif , 
une enzyme appropriee ou un f luoro chrome . 

La presente invention a egalement pour objet 
la sequence de l'ADNc humain codant pour la proteine 
kinl7, comprenant 2400 paires de bases. 

La presente invention a, de plus, pour objet 
un plasmide contenant l'ADNc du gene KIN17 humain. 

Ce plasmide, denomme XLpHK17, a fait 1' objet 
d'un depot aupres de la Collection Nationale des Cultures 
de Microorganismes (CNCM) tenue par 1 ■ INSTITUT PASTEUR 
sous le n* 1-1316 en date du 08 juin 1993. 

La presente invention a egalement pour objet 
un reactif utilisable pour la detection, le diagnostic et 
le suivi de remaniements chromosomiques chez un mammx- 
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fere, apres exposition a un agent genotoxique, caracte- 
rise en ce qu'il est choisi dans le groupe constitue par 
les reactifs immunologiques selectionnes parmi la prepa- 
ration de proteine kinl7 purifiee, les fragments pepti- 
5 digues, les anticorps anti-peptides et les anticorps 
anti-proteine kinl? purifiee, conformes a 1' invention et 
les reactifs nucleotidiques selectionnes parmi les se- 
quences d'ADN genomique murin codant pour la proteine 
kinl7 ou leurs fragments et les sequences d'MDNe huma in 
10 codant pour la proteine kinl7 ou leurs fragments . 

La preserite invention a egalement pour ob jet 
un precede de depi stage de remaniements chromes omigues 
chez les mammiferes, caracterise en ce qu'il cons is te a 
mettre en contact une cellule humaine (lymphocytes no tam- 
15 merit) appropriee avec un react if , tel que defini ei-des- 
sus, apte a detecter la presence d'une proteine, dont la 
production est induite par un toxique genetique . 

Un tei procede doit etre suffisamment speci- 
fique et sensible,, pour detecter 1' induction d ' une; . pro- 
duction significativement accrue de ladite proteine par 
rapport a sa concentration basale. 

Selon. un mode de realisation avantageux dudit 
procede de depistage, on detecte la proteine kinl7 pro- 
duite par une cellule appropriee, en met taut en presence 
ladite cellule avec un reactif immunoiogique select ionne 
parmi les reactifs du groupe qui comprend une preparation 
de proteine kinl7 purifiee, des fragments peptidiques de 
ladite preparation, les anticorps anti-peptides et les 
anticorps anti-proteine kinl7 purifiee, conformes a 1 1 in- 
30 vent ion . 

Selon une disposition avantageuse de ce mode 
de realisation, le reactif immunoiogique est fixe sur un 

support solide approprie. 

Ledit procede immunoiogique peut etre avanta- 
35 geusement de type direct, de type indirect ou mettre en 
oeuvre une methode sandwich ou bi-site. 
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Dans le cas d'une methode directe, la proteine 
kinl7 se fixe aux anticorps conformes a 1 r invention, 
prealablement fixes au support solide et des conjugues 
enzyme appropriee-anticorps anti-Ig huinains appropries 
5 sont ensuite reveles, 

Dans le cas d'une methode indirect e, par 
exemple des conjugues enzyme appropriee-preparation puri- 
fiee de proteine kinl7 ou des complexes enzyme-peptides 
conformes a 1 ' invention, entrent en competition avec la 
10 proteine kin 17 produite par les cellules pour se lier au 
support solide revetu d 'anticorps conformes a 1 'inven- 
tion . 

Selon un autre mode de realisation avantageux 
dudit precede de depistage, on detecte 1 1 ADM genomique 
15 et /ou les produits de transcription du gene KIN17, 

(1) en mettant en contact 1 ' echantillon biolo- 
gique a analyser, traite pour extraire l'acide nucleique 
recherche avec une paire d ' amorces conf orme a 1 ' inven- 
tion, pour amplifier au mo ins un fragment dudit ADN ou 

20 ARN, / 

(2) apres guoi, la sequence d'ADNoud'ARN am- 
plifiee est detectee par au mo ins une sonde nucleotidique 
conf orme a 1 ' invention . 

La presente invention a egalement pour objet 
25 un procede de detection d'une modification chromosomique, 
caracterise en ce qu'il comprend : 

(1) 1' extraction de 1 ' ADM ou de 1 ' ARN a partir 
de cellules appropriees , 

(2) leur mise en contact avec une proteine 

30 kinl7, 

(3) la quantification de l'ARNm KIN17 , 

(4) la determination du rapport concentration 
ARNrn KIN17/ADN total. 

La presente invention a en outre pour objet un 
3 5 kit de detection d'une modification chromosomique chez 
1' Homme, caracterise en ce qu'il comprend, outre les 
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reactifs usuels, des anticorps anti-proteine kinl7 de 
souris pour 1 ' immunodetection rapide et sensible de la 
proteine kinl7 dans des extraits totaux de cellules 
humaines par Western blot ou par immunofluorescence* 

Conf ormement a la presente invention, un kit 
de detection de la proteine kinl7 par la methode ELISA ou 
RIA, comprend, outre les reactifs usuels, des anticorps 
anti-proteine kin!7 de souris et un couple d 1 anticorps , 
diriges chacun contre un peptide choisi parmi les pep- 
tides D-16-Y et Y-13-K definis plus haut . 

Outre les dispositions qui precedent, 1 ' inven- 
tion comprend encore d'autres dispositions, qui, ressorti- 
ront de la description qui va suivre, avec reference aux 
des sins annexes dans iesquels : 

- la figure 1 represente la sequence d'ADN 
genomique KIN17 murin, 

- la figure 2 represente le prof il d ' elution 
de la proteine kinl7 de souris sur coionne d ' hydroxyapa- 

■ tite ; 

- les figures 3A et B illustrent la detection 
de la. proteine kinl7 dans des extraits cellulaires de 
souris ; | 

- les figures 4A et B illustrent la detection 
de la proteine kinl7 dans des cultures primaires de 
fibroblastes normaux et de patients X.p. et TTD ; 

- la figure 5 represente 1 'organisation puta- 
tive intron-exon du gene KIN-17 de souris ; 

- la figure 6 illustre la detection indirecte 
des introns dans le gene KIN-17 ; 

- la figure 7 illustre la localisation d'une 
des jonctions intron-exon dans le gene KIN-17 ; 

- la figure 8 illustre la mise en evidence du 
gene KIN-17 humain avec les oligonucleotides E et F de la 
region conservee du gene de souris ; 

- la figure 9 represente les phages recombi- 
nants qui contiennent la region promotrice ; 
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- la figure 10 illustre la localisation des 
inserts des phages recombinants le long de l'ADM geno- 
mique ; 

- la figure 11 represente une cartographie de 
restriction des phages XGK9 et XGK12 ; 

- la figure 12 represente une sequence schema - 
tique de la proteine kinl7 ; 

- la figure 13 illustre les proprietes de 
liaison de la proteine kinl7 a de l'ADN simple brin ou 

double brin ; 

- la figure 14 montre que la liaison proteine 

kinl7-ADN est dependante du zinc ; 

- la figure 15 illustre la liaison preferen- 
tielle kiril? -structure courbee d 1 ADM ♦ 

II doit etre bien entendu, toutefois, que ces 
des sins, de meme que les exemples qui vont suivre, sont 
donnes uniquement a titre d ' illustration de 1'objet de 
1 * invention, dont ils ne constituent en aucune maniere 
une limitation. 

RXFJMPLE 1 : Determination de la sequence genomique du 
gene KIN- 17 de souris. 

* Isolement des phages contenant le gene KIN- 

17 : ■ 

A. Criblage de la banque genomique de souris 
et purification des phages recombinants : 

une banque d'ADN genomique de souris, clonee 
dans le vecteur toashll a ete criblee avec une sonde 
d'ADN radiomarquee correspondant au fragment d'ADN com- 
plementaire du gene KIN- 17 de formule I ci-dessus (appele 
Sonde-1192) . L'ADN des phages recombinants , immobilise 
sur des filtres de nitrocellulose a ete hybride avec la 
sonde-1192 radioactive. 

- Materiels : 

. banque : la banque a ete obtenue a partir 
d« une digestion partielle de l'ADN de fioie de souris 
males de la souche 12 9 par 1 ' enzyme de restriction Sau3A. 
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Apres la digestion, lea fragments d ' ADN de 15 kb selec- 
tionnes out ete inseres au site BamHI du vecteur XDashll 
(Stratagene) . Les phages recombinants ont ete selection-, 
nes positivement car ils sont les seuls capables de se 
repliquer dans une souche lysogenique pour P2 (souche 
SRB P 2 ) - 

. Fragment d'ADN utilise pour le criblage : la 
sonde utilisee est un ADN double brin obtenu par amplifi- 
cation en chaine a 1 ' aide de la polymerase, contenant les 
nucleotides 253-1414 de la sequence de formule I [ADNc du 
gene KIN-17 (ANGULO et ai . , Nucleic Acids Research, 1991, 
19 1 5117-5123 ) ] . Get ADN a ete marque avec du dCTPaP 
(MANIATIS et al . , 1989) . 

- Methode : 

Denaturation et immobilisation de 1 ' ADN du 
bacteriophage lambda sur des ' .f litres de nitrocellulose. 

400 0 00 bacteriophages A,DashII contenant des 
inserts de 15 kb d'ADN genomi que de souris, sont incubes 
20 min a 37 -C avec 0,15 ml de bacteries receptrices DP50 
(culture de 7 h a 37 ' C) , puis melanges avec 8 ml de 
milieu LB agarose a 49 "C. L 'ensemble est coule sur une 
boite de Petri de 140 mm de diametre contenant de l'agar. 
Les bottes ont ete incubees a 37'C, 14 heures, jusqu'a ce 
que les plages de lyse arrivent a confluence . Un f iltre 
de nitrocellulose (SCHLEICHER & SCKUELL, BA85) sec a. 
ensuite ete depose sur la surface de la boite, marquee de 
facon asymetrique avec de 1 ' encre de chine. Apres 1 min 
de contact, ce f iltre est marque, puis traite de la facon 
suivante : 

- le filtre est place pendant 5 min, face en 
contact avec les phages vers le haut, sur des feuilles de 
papier Whatman imbibees de solution denaturante (0,5 N 
NaOH-1,5 M Nad), pour permettre la lyse des phages et la 

denaturation de 1 ' ADN ; 

- le filtre est ensuite trans fere pendant 5 

min dans la solution de neutralisation (1, 5 M NaCl-0,5 M 
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TrisCl pH - 7,4), puis est lave pendant 10 ruin dans du 
tampon 2xSSC pour eliminer les proteines phagiques et les 
debris cellulaires ; 

- le filtre est ensuite seche a 80'C, sous 
5 vide, pendant 2 h. 

Un deuxieme filtre est mis en contact 2 min 
avec les plages de lyse a la surface de la boite. II est 
traite de la rneme f agon que la premiere empreinte . 

Les boites contenant les phages, sont conser- 
10 vees a 4*C a l'obscurite. L'ADN fixe sur les filtres est 
alors hybride avec la sonde-1192 radiomarquee (MANIATIS 
. et al. , 1989-);. 

B. Hybridation des ADNs recombinants avec la 
sonde-1192 radioactive : 
15 l'ADN phagique denature, immobilise sur les 

membranes de nitrocellulose, est hybride avec un fragment 
radioactif de l'ADNc du gene KIN-17. V 

- Prehybridation : 

15 filtres de 60 cm 2 sont incubes pendant 2 h 

20 a 65 "C avec agitation dans 10 ml de solution d 1 hybri- 
dation (5xSSPE-5xDenhardt's solution-0,5 % SDS) en pre- 
sence de 20 (lg/ml final d 1 ADM de sang de poulet sonique 
(prealablement denature a 100'C pendant 10 min, puis 
place sur la glace) . 

25 - Hybridation : 

Les filtres sont incubes avec la sonde-1192 
radiomarquee (4x10 4 dpm/cm 2 de f iltre/ml de volume d' in- 
cubation) pendant 14 h a 65 *C avec agitation , Apres hy- 
bridation, les filtres sont laves de la fagon suivante : 

30 4 lavages de 5 min dans du tampon 2xSSC-0,l % 

SDS a temperature ambiante, 1 lavage de 1 h dans du tam- 
pon. lxSSC-0, 1 % SDS a 65'C. 

Apres elimination de 1 1 exces de radioactivite, 
les filtres sont mis en contact avec des films X-OMAT AR 

35 (Kodak) que 1 * on a place a -80*C pendant 24 h (MANIATIS 
et alV, 1989) . 
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* Is clement des phages qui portent L'ADN geno- 
mique KIN- 17 : 

Les plages de lyse qui donnent un signal po- 
sitif par autoradiographie sont reperees sur les boites . 
5 Les plages donnant un signal positif sont prelevees et 
remises en suspension dans 100 (ll de TMG contenant 5 (ll 
de- chloroforme. Le meme protocole utilise pour le cri- 
blage permet par la suite de purifier les phages interes- 
sants ainsi que leur ADN pour determiner la taille des 

10 inserts et la structure du gene. 

A. Purification de 1 ' ADN du ohaae lambda ■: 
2 ml d'une suspension de bacteries receptrices 
DP 50 (DO 60 Q ■ = 3) sont incubes, pendant 15 min avec 3 fll 
de suspension de phages concentres a 10 10 pfu/ml. Cette 

15 suspension est ensuite mise dans 20 0 ml de LB M . L ' en- 
semble est agite vigour eusement dans un bain-marie a 37'C 
jusqu'a la lyse des bacteries (environ 8 h) . 0,5 ml de 
chloroforme sont ensuite ajoutes et 1 'agitation est pour- 
suivie pendant 10 min a 37*C. Apres une centrifugation de 

20 2 0 min a 10 000 g et a 4 # C, le surnageant recupere a un 
titre de 10 10 phages /ml. Une quantite de sulfate d • ammo- 
nium solide est ensuite ajoutee af in d 1 obtenir une satui 
ration finale de 50 % (pour 50 % de saturation, il faut 
dissoudre 313 g de sulfate d 1 ammonium dans un volume fi- 

25 nal de 1 litre selon HARLOW and LANE/ 1988) . Le melange 
est incube pendant 3 0 min sur la glace, puis centrifuge 
pendant 20 min a 10 000 g et a 4*C. 

Le culot est repris dans 1 ml de TE-SD.S conte- 
nant 2 0 |lg/ml final de RNase. Ce melange est incube 

30 15 min a temperature ambiante. On ajoute de : la proteinase 
K a 2 00 Jig/ml final. Le melange est incube 2 0 min a 6(TC, 
puis est place 15 min sur la glace; avant d'etre centri- 
fuge 10 min a 4 'C et a 15 000 g. 2 extractions succes- 
sives des proteines du surnageant sont realisees avec du 

35 phenol sature avec du TE* Ges deux etapes ont ete suivies 
d 1 une extraction au chloroforme puis d ' une derniere ex- 



2706487 



16 

traction avec de 1 ' ether sature avec de l'eau. 

L'ADN ainsi purifie est precipite en presence 
du meme volume d' isopropanol pendant au mo ins 30 min a 
4*C, puis est centrifuge 30 min a 15 000 g et a 4"C. Le 
culot a ete rince 2 fois avec de 1 ' ethanol a 70 % puis 
repris dans 50 |il de TE (ZIAI et al - , 1989). L'ADN pha- 
gique ainsi obtenu est hydrolyse avec dif ferentes endo- 
nucleases de restriction et les sites de coupures ont ete 
localises par rapport aux sites du vecteur de clonage. 
Une premiere carte de restriction est ainsi etablie par 
hybridation des ADNs phagiques avec des oligonucleotides 
qui correspondent a 1 ' ADNc KIN- IT. 

B. Hybridation des ADNs ohaaiaues — flvsc " <fe S : 

oliaonuc Leo tides radioact i£.s_ : 

1) Fixation de l'ADN sur des filtres de ny- 
lon 

On depose a la surface d'une membrane de nylon 
chargee positivement (Membrane Hybond N-*- , Amersham) des 
echant illons de 5 contenant respectivement 0 , 5x10 7 , 

2xlQ 7 et 5xl0 7 phages recombinants, soit une quantite 
d'ADN equivalent a 2 50 pg, 1 000 pg et 2 500 pg d'ADN de 
phage lambda (2xl0 10 fpfu de phage lambda = 1 |ig d'ADN) . 
De meme 250, 1 000 et 2 500 pg d'ADN double brin (sondes 
5* et 3' de la l'ADNc de KIN-17 realisees par PCR) sont 
deposes sur la meme membrane pour servir de controle. 

Trait ement de la membrane : la membrane est 
placee sur une feuille de papier Whatman 3 MM imbibee avec 
5 ml de solution de denaturation pendant 5 min, puis 
5 min sur une feuille de papier Whatman imbibee de solu- 
tion de neutralisation, L'ADN a ete fixe a la membrane en 
laissant celle-ci 3 0 min sur un papier Whatman imbibe 
d'une solution 0,4 M NaOH. La membrane est rincee rapide- 
ment dans du tampon 5xSSC avant de proceder a 1' hybrida- 
tion avec un oligonucleotide marque radioactivement . 

2) Marquage radioactif de 1 'oligonucleotide : 

4 pmol d 1 oligonucleotides sont melanges a 3 jll 
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de tampon de reaction 5 fois concentre, 3 jil d'ATP y 32 ? 
(10 HCi/ml a 5 000 Ci/mmol, Amersham) , et 7 unites de 
polynucleotide kinase dans un volume final de 5 |tl. Apres 
incubation a 37*C pendant 30 min, 1' enzyme est inactivee 
par chauffage pendant 5 min a 55' C (MANIATIS et al . , 
1989) . 

3) Hybridation des membranes avec une sonde 

oligonucleotidique : 

a) Prehybridation : le melange reactionnel 
contient 4 ml de solution d" hybridation pour une membrane 
de nylon de 10 0 cm 2 et 2 0 ug/ml final d'ADN non homologue 
(ADN sonique de sang de poulet) . L' ensemble est incube 
pendant 2 h a une temperature determinee. 

Determination de la temperature d' hybrida- 
tion : la temperature d' hybridation (T h ) dependant de la 
composition en bases : 

T h = 2 x (A + T) +3 x (G + C) 
les lettres A, T, G et C correspondent aux 4 bases Ade- 
nine, Thymine, Guanine et Cytosine. 

b) Hybridation : 1 'hybridation se fait pendant 
3 h a T h avec agitation en ajoutant la totalite de la so- 
lution : d' oligonucleotide, radioaetif , soit 2, 6x1 0. 7 dpm, a 
la solution de prehybridation. Apres hybridation, les 
membranes sent lavees 2 fois pendant 5 min dans du tampon 
2xS£?E-0,l % SDS, a temperature ambiante et expos ees, pen- 
dant 14 heures avec un film X-OMAT AR (Kodak) a -80 'C. 

L'hydrolyse de 1 ' ADN du gene KIN- 17 et 1' hy- 
bridation des ADNs phagiques avec les oligonucleotides 
radioaetif s oat permis de proposer une premiere carte.de 
restriction du gene. 

- Resultats : 

Le criblage de la banque d'ADN genomique de 
souris clonee dans le vecteur XDASH II avec un fragment 
d'ADNc du gene KIN-17, cemme specif ie ci-dessus, a permis 
d'isoler 11 phages recombinants qui contiennent des frag- 
ments du gene KIN-17 . 
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L 1 ADM des 11 phages a ete hybride avec les 
. oligonucleotides de synthese C, D, E, F, G et H (voir 
fonnule I) . 

La figure 9 est une autoradiographie d 1 une 
5 membrane contenant des spots d'ADN des phages recombi- 
nants- isoles et montre que 1 1 oligonucleotide radiomarque 
C, qui contient 1 ' ATG d ' initiation de la phase ouverte de 
lecture, est reconnu specif iquement par les phages qui 
portent la region 5 ' . 
10 Dans cette figure, XGX Ctrl est un phage 

controle qui proyient de la banque ma is qui n'hybride pas 
avec la sonde 1192 ; XcKinl7 est un phage derive du phage 
ACT!!, qui 'porta un fragment de 601 nucleotides de l'ADNc 
KIN17 entre les nucleotides 241 et 842 ; toashll est le 
15 phage dans lequel a ete clonee la banque, ma is sans 
insertion d 1 ADM genomique de souris ; les sondes 3 1 et 5 1 
sont des fragments d'ADNc KIN-17 representes a la formule 

vSeuls les ADN des phages XGK9 et %G12 contien- 
20 nent .1 ' extremite 5' de .1 'ADNc autour de 1 ' ATG qui code 
pour 1' initiation de la synthese proteique . 

Le Tableau I ci^apres montre ! i les resultats 
d ' hybridation obtenus avec ces dif f erents oligonucleo- 
tides . . 
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TABLEAU I 



ADN DES PHAGE S "l^ASE^I^n^ ™t 

OU AON CONTROLS C 0 E F G H 1192 



X GK 2 
X GK 3 
X GK 4 
X GK 5 
X GK 5 
X GK 7 
X GK 8 
X GK 9 
X GK 10 
X GK 12 
X GK 14 



X cK i r. 17 
X GX Clrt 
X Dash 1 1 
SONDE 3' 
SONDE 5' 



Tl"ei~sort , de ce "Tableau ■ que seulement 2 
phages XGK9 et XGK12 s'hybrident avec la totalite des oli- 
gonucleotides testes, ils contiennent done la partie 5' 
et centrale du gene KIN-17. 7 autres phages', A.GK2 , 4 , 5, 
6, 8, 10 et 14 s'hybrident avec les oligonucleotides F et 
G ' et contiennent done tous vrais enablement la partie 
centrale du gene. Les 2 phages rest ants, A.GK3 et 7 
s'hybrident avec la sonde 1192 mais avec aucun des 
oligonucleotides testes. lis semblent done contenxr la 
partie terminale la plus proche de l'extremite 3' de 
l'ADN genomique (figure 10) . 

Chaque phage contenant un insert d" environ 
15 kb, 1' ensemble de ces 11 phages a permis d'isoler 
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Les cartes de restriction de ces differents 
phages et en particulier des phages XGK9 et A-GK12 ont ete 
etablies apres digestion par les enzymes EcoR I, BamK I, 
5 et Hind III. 

La figure 11 illustre les resultats obtenus, 
. Organisation intron-exon du gene KIN-17 de 

sour is : 

L 1 amplification en chaine a 1 'aide de la poly- 

10 merase (ACP) sur l'ADN genomique KIN-17 ( avec des oligo- 
nucleotides qui correspondent a la sequence de l'ADN com- 
plementaire) a donna des informations sur la localisation 
des exons et des Introns. En effet, 1 ' utilisation d ' un 
couple d ' oligonucleotides sur 1 1 ADM comp 1 ement aire donne 

15 une bande majeure clairement detectable par electro- 
phorese sur gel. La meme amplification produirait le meme 
amplimere seulement s ' il s ' agissait d ' une sequence sans 
interruption (sans introns) . Avec ce type d' analyse ra- 
pide (avec le couple d' oligonucleotides E = AGTGCCAAGTT- 

20 CATTGAG et F = TTCTTCTTCTTC AGCCGGGACCTA ) , on a demontre 
que le gene KIN-17 ne possede pas d'intron entre les 
nucleotides 52 9 et 804 de l'ADN complementaire ( bande de 
255 paires de bases > figure 6 ) . Le couple E/F d' oligo- 
nucleotides permet done de detector (et eventual 1 ement de 

25 doser) l'ADN et 1 4 ARM KIN-17 avec une s ens ibi lite accrue 
due a l'ACP. 

Pour le couple d • oligonucleotides I/J, 1 1 am- 
plification de 1 ' ADNc met en evidence une bande de 200 pb 
alors que 1 1 amplification de 1 1 ADN genomique avec ces 2 
30 oligonucleotides ne fournit aucune amplification, de meme 
entre les oligonucleotides K/F, on obtient une bande de 
486 pb pour 1 1 ADNc alors que I'on amplifie plus pour 
l'ADN genomique. La figure 5 illustre la structure de 
l'ADN genomique obtenu. 
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C. n^P.rminat inn de la sequence mjcleogdique 

Hp- I'ADM , gfinomirpip KIN-17 : 

Met node : l'ADN des phages recombinants obte- 
nus precedemment est traice avec Prep-A-Gene ( BIO -RAD) 
afin d'eliminer les nucleases et les ARNs . On melange 
1 pmol d' oligonucleotide radiomarque (selon le protocole 
indique par AMERSHAM) dans un volume de 5 ul avec 4, 5 ul 
de tampon de sequence (300 mM Tris-HCl pH = 9 - 50 mM 
MgCl 2 - 300 mM KCl) et 1,5 ul d 1 ADM double brin de 
lambda, soit 1 ' equivalent de 50 final dans un volume de 
26 |ll et 0,5 ul de Taq DMA polymerase (5 U/ul) (dsDNA 
Cycle Sequencing System - BRL) . 

Reaction de sequencage 5 min a 95'G, puis 3 0 
cycles suivants : 1 min a 9 5 ' C , 2 min a 5 5 ' C , 2 min a 
•70 -C [KRISHNAN et al . , Nucleic Acids Res., vol. 19, 

p. 1153 (1990) ] . 

La reaction est arretee avec 5 ul de solution 

contenant 95 % de formamide, 10 mM EDTA pH = 8,0 dans 
chaque tube . Cette solution contient egalement des te- 
rrains de migration comme le Bleu de Bromophenol (0,1 %) 

et le Xylene Cyar.ol (0,1 %) . 

Migration sur gel de poiyacrylamide : on 
chauffe les echantillons 5 min a 95'C avant de les depo- 
ser a la surface d'un gel 6 % de polyacrylamide . Les 
echantillons vontmigrer pendant environ 2 h a 60 W dans 
du tampon TBE . '. Le gel est seche puis mis en contact avec 
des films X-OMATAR (Kodak) a temperature ambiante pen- 
dant toute une nuit. 

La figure 7 il lustre la determination d'une 
des jonctions intron-exon du gene KIN-17 et montre 
qu'elle coincide avec la sequence A6/GTAAGT, qui a ete 
decrite dans la litterature comme une sequence consensus 
de site d'epissage en 5" . 
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set 

fcu^ain par amplification en chaine a 1'aide de la polyme- 
rase . 

Les oligonucleotides n eu r v- 
5 sequence de 270 nucleotides de 1 ' ADN complement aire KIN-' 
17 de souris. Ce fragment permet de mettre en evidence 
facilement les genes KIN-17 d'autres especes. En^effet, 
on utilise les oligonucleotides E et F pour detecter 
1 ' ADNc du gene KIN-17 humain par AC?. L ' utilisation de 
L0 ces oligonucleotides dans 1'ACP sur des ADNc obtenus 
apres transcription reverse des ARM messagers permet de 
determiner le taux de transcrits de genes KIN-17. 

La figure 8 represente un exempie d'utilisa 
tvon des oligonucleotides E et F qui sont les oligo- 
15 nucleotides de la region conservee du gene de souris, 
pour detecter le gene KIN-17 humain. _ ■.. 

: : Les oligonucleotides E et F sont localises 

% rr _, T 1 n j _ o^iir-i <=> Leur utilisation 
dans un axon du gene KIN-17 de souris. 

dans unsystemed' amplification en .chaine a 1' aide de la . 
20 polymerase (ACP) , permet done d' amplif ier : 
d ' ADN long de 270 nucleotides a partir d'une matnee 
d ' ADN de souris. En effet, un plasmide qui contient 
1 1 ADNC du gene KIN-17 de souris a ete utilisf comme 
m atrice. pour 1'ACP avec ie coUple d •oligonucleotides ; 

25 d l amorce E/F. . H 

/ Apres ACP, les produits d' amplification ont 

ete separes dans un gel d' agarose a 2 %. La presence 
d' ADN a ete revelee avec le bromure d'ethydium. 

L« emission de lumiere due au complexe ADN-bro- 

30 mure d'ethydium a ete enregistree comme une photography 
du gel de separation. On detecte une seule bande de 270 
nucleotides apres ACP sur 1 'ADN plasmidique (voir figure 
8 ligne 6 : couple d' oligonucleotides E-F sur une 
ma trice d 1 ADNc murin) . La conservation de la sequence du 

35 gene KIN-17 chez 1' Homme a permis aux Inventeurs d« utili- 
zer les oligonucleotides E/F pour amplifier un fragment 
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d'ADN de la meme longueur, a partir de 1 ' ADNc du gene 
KIN-17 humain (voir figure 8, ligne 5 : couple d' oligo- 
nucleotides E-F sur une mat rice d' ADNc humaine) . 

La mime figure montre que 1 ' utilisation 
d'autres couples d ' oligonucleotides derives de la 
sequence de l'ADNc de souris conduit a 1 'amplification 
des fragments d'ADN de longueurs dif f erentes apres ACP 
sur de l'ADNc humain ou murin. Cela est probabiement du a 
une diminution de la specif icite et de la capacite de ces 
couples d ■oligonucleotides, pour amorcer la reaction d' ACP 
(voir couples I-J et K-F , lignes 1 a 4 de la figure 8) . 
Les deux dernieres ligne ie cette figure (7. et 8), mar- 
quees par MT ' (Mar -ieur - Taille) , correspondent, aux 
standards de longue : de igments d'ADN qui ont permis 
de determiner la longueur de fragments amplifies par ACP. 
Dans la ligne 7 : les produits de l'hydroiyse de l'ADN du 
phage X par 1 ' enzyme Hind3 . Dans, la ligne 8 : les; pro- 
duits de 1 ' hydro iyse de 1 ' ADM du; ; plasmide pBR322 par 
1 ' enzyme Hae2 . 

rxemple 3 : I so lenient de l'ADNc du gene KIN-17 humain. 

; Comme 1 • expression du gene KIN-17 semble 

affectee dans certaines maladies liees alia reparation de 
l'ADN, on decide d'isoler L'ADNc et la sequence genomique 
du gene KIN-17 humain . On crible done des banques d' ADNc 
humain faites dans des vecteurs d' expression a 1 ' aide des 
anticorps diriges centre des /parties conservees de la 

proteine kinl7 . 

1) Fabrication d'anticorps anti-peptides de 

synthese : 

1 'analyse de la structure primaire de la pro- 
teine kinl7 de souris a permis de met t re en evidence deux 
regions particulierement immunogenes selon la prediction 
globale d'antigenicite (Fraga) . On a done commande la 
synthese chimique de deux polypeptides qui sont dans ces 
3 5 regions : 

a) le polypeptide D-16-Y ( sequence : DEEKTAK- 
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FIEEQVRR) , qui correspond a la region de la proteine 
kinl7 qui est homologue a la proteine recA d ' E. coll et 

b) le polypeptide Y-13-K (sequence : QKQCR- 
DENGFK) , qui se trouve dans un domaine fonctionnel nomme 
5 doigt de zinc. 

Dans les deux cas, les polypeptides sont cou- 
ples a 1 ' ovalbumins d'une fa?on covalente . L ' ovalbumine 
est une proteine porteuse d'un poids moleeulaire de 
43 000 daltons (travail effectue a f agon dans le labora- 

10 toire prive NEOSYSTEM, Strasbourg) . Les complexes pep- 
tide-ovalbumine sont injectes a des lap ins comme decrit 
precedemment dans I'exemple 2. Les sera des dif f erents 
lapins ont ate collectes et testes par "EL IS A pour veri- 
fier la specif icite des immunoglobulines produites par 

15 rapport aux polypeptides synthetiques . On verifie que les 
sera obtenus reconnaissent la proteine kini? native et 
denaturee. 

2) Criblage d ' une banque d' expression d ' ADNc 

humain : 

2 0 a) Etalement de la banque : 

des ADNc humains obtenus a partir d'ARNm ex- 
prime! dans des cellules testiculaires ont ete inseres 
dans le vecteur d' expression Xgtll (titre de la banque : 
6 * 10^ pf u/ml) . 100 ml de suspension bacterienne et 5 (ll 

25 de la suspension de phages recombinants sont incubes pen- 
dant 30 min a 37'C. Le melange est ensuite verse (phages 
+ bacteries) dans 8 ml de LB -AGAROSE a 48 *C et depose 
dans 5 grandes boites de Petri (diametre 150 mm) . Les 
boites sont incubees a 42 "C jusqu ' a 1 ' apparition de 

30 plages de lyse (environ 4 heures) ♦ Les boites contiennent 
respectivement 15 000, 18 000, 22 000, 27 000 et 35 000 
plages de lyse. Une membrane de nitrocellulose prealable- 
ment imbibee dans une solution d'IPTG 1 inM est deposee 
sur les boites qui sont ensuite incubees a 37 *C touts la 

35 nuit . 

b) Detection immunologique des proteines pha- 
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giques sur das membranes de nitrocellulose : 

Les membranes sont rincees 10 min dans 50 ml 
de TBS avec agitation puis incubees dans une solution a 
3 % d'albumine bovine dans du TBS pendant 1 heure. Leg 
5 membranes sont incubees avec 1' anticorps anti-KINl7 
(dilue 1/1000 dans du TBS) , pendant 1 heure avec agita- 
tion. Elles sont ensuite rincees 3 fois pendant 10 min en 
TBS-Tween a 0,1 % puis incubees avec un anticorps anti- 
IgG de lapin (1/7500) pendanc 30 min avec agitation. 3 
10 rincages de 10 min sont ef fectues avec du TBS contenant 
0/ i % de Tween. Finalement, la detection des complexes, 
formes entre I'antigene et les deux anticorps est reali- 
see avec le subs t rat. BCIP/NBT comme decrit dans 1 ■ exemple 
3 . ■'■ 

15 C ) isolement de crois phages recombinants et 

determination de leur sequence nucleotidique. 
KXEMPLE 4 : Preparation purif i6e de proteine kinl7 de 
sour is . 

- Surproduction de proteines : 
20 La preparation du plasmide qui contient 1 ' ADNc 

du gene kin!7 et 1 'obtention de la souche d'E. coll qui 
'.. surprodu.it la proteine kinlTde souris sont decrit es dans 
1' article de J.F. ANGULO et al . (Nucleic Acids Research, 
1991, vol. 19, pages 5117-5123); et sont rappelees ci- 
25 dessous. 

Les bacteries qui portent le plasmide sont 
cultivees en milieu liquide LB (MANIATIS et al . , 1982 ) . ^ 

Lorsque les cellules sont en phase de crois- 
sancs exponentielle a une DO de 0,6 unite a 600 nm, on 

30 ajoute de 1 ■ IPTG a une concentration finale de 1 mM 
(systeme de clonage decrit par STUDIER et al . , Methods 
Enzymol., 1990, 1ES, 60-69) .Apres trois heures, les bac- 
teries sont recuperees par centrifugation et lysees en 
presence d'uree et de Triton X-100. L-extrait total ^des 

35 proteines bacteriennes est depose sur une colonne d'hepa- 
rine-AcA ( IBF, France) suivant un protocole inspire de. 
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1 ■ article de DESCOMBES et al. (Genes and Development, 
1990, L, 1545-1551) . Une fraction riche en proteine kinl7 
est 'eluee de la coionne avec un tampon d'une force 
icnique egale a 0.55 M NaCl. 

- chromatographic de la proteine kinl7 sur une 

coionne d ' hydroxylapatite : 

Les reglages de 1 ' appareil ont ete effectues 
en suivant les indications du constructed (systeme econo 
column de BIORAD) • ; On utilise une cartouche d' hydroxyla- 
patite (BIORAD) avec un volume mort de 2,2 ml et un vo- 
lume total de 5,2 ml. Les proteines sont detectees par 
leur absorption en UV a 280 nm. La separation par chroma- 
tographied'af finite a ete realisee avec une augmentation 
de la concentration du tampon phosphate 10 mM pH 6,8 ; 
10 % glycerol, 1 nM beta-Mercapto-ethanol ; 0,001 % 
thymerosal comme tampon de depart contenu dans ia cellule 
A, a un tampon phosphate 1500 mM pK 6,8 : 10 % glycerol, 
1 mM beta-Mercaptc-ethanoi ; 0,001 % thymerosal comme 
tampon concentre, contenu dans la cellule B. 

On obtient 5 pics (numerotes de 1 a 5 sur la 
figure 2), qui ont ete analyses par electrophorese en gel 
denaturant (LAEMMLI E.K., 1970, Mature, 227, 680-685) et 
par immunodetection sur membrane de nitrocellulose 
(TOWBIN H. and GORDON J., 1984, ?NAS, 1£, 4350-4354) . 
Seules les proteines de la fraction 5 ont revele une 
bande majeure avec un poids moleculaire apparent de 
43 00 0 dal tons qui est reconnue car les anticorps anti- 
: proteine kinl7 . 

•p.vRMPLE 5 : Obtention d' anticorps anti-proteine kinl7 de 
sour is . 

Les proteines de la fraction riche en proteine 
kinl7 cbtenues par chromatographie sur une coionne d' hy- 
droxylapatite (example 4) sont ensuite soumises a une 
separation electrophoretique sur un gel 11 % de poly 
acrylamide selon les protocoled decrits par LAEMMLI 
(LAEMMLI U.K., 197C, Nature, 227, 680-685). 
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Protocole de separation de la proteine klnl7 
par electrophorese sur un gel de polyacrylamide a 11 %, : 

Melanger 200 Ul d'une solution qui ccntxent 
400 ug de proteines avec le meme volume du tampon d'd- 
chantillon deux fois concentre. Laisser 10 minutes a 
100-C pour denaturer les proteines. Deposer 400 ul de la 
solution de proteines ainsi traitees (contenant 400 ug) 
sur le gel. Brancher les electrodes au generateur et ap- 
pliquer un voltage constant de 200 V. Arreter la mxgra- 
tion quand le bleu de brorr.ophenol a atteint 1 • extremxte 
du gel- Les proteines du gel sont ensuite visualxsees par 
una coloration in situ avec ie chiorure de cuivre (LANE 
D 1988) . La bande majeure qui correspond a la proteine 
kinl7 est excisee du gel de polyacrylamide et complete- ; 
ment desacregee. Les particuies fines qui resultent de la 
desagregation. mecanique du gel sent emulsionnees ;avec 
1 ■ adjuvant de Freund ( propdrt ion volume/ volume ) - L; ' emul - 
sicn d'antigene ainsi obtenue est utilisee pour immunxser 
les lapins • 50 ug de la proteine kinl7 emulsionnee ont 
ete injectes, dans les coussinecs plantaires , a deux 
lapins -males blancs de Nouvelle-Zelande, ages de six 
moi s, Pour la premiere injection, 1" emulsion est realxsee . 
avec de 1 'adjuvant de Freund complet . Les injections pos- 
■■ terieures ont ete realisees tous les 15 jours avec 50 ug 
5 de la proteine kinl7 emulsionnee avec 1' adjuvant de 
Freund: incomplet . Apres la troisieme in j action , des pre- 
levements de sang ; sont utilises pour obtenir le serum. Ce 
serum est capable de detecter la proteine kinl7 dans un 
melange compiexe de proteines deposees sur un fxltre de 
0 nitrocellulose. 

p. y *MPi.E 6 : Precede de detection immunologigue des pro- 
teines kinl7 de souris et humaine. 

Le protocole de separation de la proteine 
kinl7 par electrophorese decrit dans I'exemple 5 est ap- 
5 plique a des extraits proteiques de cellules de mammx- 
feres (de souris ou humaines) . Les proteines, separees en 
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fonction de leur poids moleculaire, sont ensuite transfe- 
rees sur une membrane de nitrocellulose grace a 1 'action 
d'un champ electrique. La membrane de nitrocellulose 
ainsi obtenue est incubee avec une solution 3 % d'albu- 
mine bovine dans du tampon TBS (150 mM NaCl, 50 mM TrisCl 
pH 7,5), pendant 1 heure a 21VC puis avec le serum total 
anti-proteine kinlV (dilue 1000 fois dans du tampon 
TBS) . 

Apres une incubation de 1 heure, la membrane 
est lavee trois fois pendant 5 minutes avec le tampon 
TBS . La membrane est finalement incubee 60 minutes avec 
un anticorps anti-IgG de lapin conjugue a la phosphatase 
alcaline; (Promega, COGER) dilue 7 500 fois avec du TBS . 
La membrane est lavee trois fois avec le tampon TBS puis; 
1 ■ activite enzymatigue de la phosphatase alcaline est ; 
mise en evidence grace auxsubstrats: bromochloroindolyl 
phosphate et nitro blue tetrazolium (BCIP/NBT) . 2n re- 
sume, 1" apparition d'une bande bleue indique la presence 
de la proteine recherchee. L'identite de la bande detec- 
tee est etablie par des experiences de competition avec 
la proteine kinl7 pure. 

■'■^'^■■■...'■'.V- La figure 3 iilustre la detection dip la pro- 
teine kini7 dans des extraits cellulaires de souris et la 
competition avec la preparation purifiee de la proteine 
kinl7 • 

La figure 3A : des extraits proteiques totaux 
des cellules de E. coli qui produi sent la proteine kinl7 
et des extraits totaux de la lignee cellulaire de souris 
AtT-20 ont ete analyses avec le precede de detection de- 
crit precedemment . Des quantites croissantes de chaque 
extrait ont ete deposees sur les gels. En parallele, des: 
prcteines colorees (PC) de poids moleculaires connus ont 
ete deposees et ont permis de faire une estimation du 
poids moleculaire apparent des bandes detectees. avec 
1 ' anticorps anti-kinl7. 

La figure 3B : competition avec la proteine 
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kin!7 . 



CT P!MPta 7 : Liaison preferentielle da la proline kinl? 
aux structures courbees de l'ADN. 

1) La proteine kinl7 interagit avec l'ADN 
d'une facon speciale. Elle reconnait specif iquement la 
structure de l'ADN courbe. Une courbure particuliere de 
l'ADN peut etre produlte par des lesions importances de 
l'ADN qui induiseat la recombinaison genet ique et la 
reparation du materiel genetique. L ' expression de la pro- 
teine kinl7 doit done etre modifiee dans des. cellules 
defi icientes pour une des voies de reparation de 1 ' ACM . On 
a teste la concentration relative de la proteine kinl7 
dans les ext raits proteiques de cultures primaires de 
fibroblastes de patients atteints de Trichothiodystrophie 
(TTD) ou de : Xeroderma pigmentosum ( X.p.) . Ces deux mala- 
dies genetiques; sont dues a des defauts dans la repara- 
tion de l'ADN. On a observe que le taux de proteine kinl7 
dans: les fibroblastes de piusieurs malades est au mo ins 5 
fois inferieur au taux de proteine kinl7 detecte dans les ■ 

fibroblastes normaux. 

La figure 4 illustre la detection de la pro- 
teine kinl7 dans des cultures primaires de fibroblastes 
normaux et de patients X.p. et TTD : DI = detection immu- 
ne logique de la proteine kinl7 ; PT = coloration de pro- 
lines presentes sur la membrane avec le rouge ponceau ;. 
' MPC = marqueurs de poids moleculaires precolores . 

2) Pour caracteriser les proprietes de liaison 
a 1 ' ADN de la proteine kinl7 , dont la structure est rap-; 
pelee a la figure 12, .1' af finite de cette: proteine vis -a- 
vis d'ADN simple-brin et double-brin a ete testee. 

Comme le montre la figure 13, la proteine 
kinl7 se lie a la fois aux simple-brins et aux double- 
brins avec la meme efficacite. 

La figure 15 montre 1'af finite particuliere de 
la proteine kinl7 pour 1 1 ADN courbe present dans le plas- 
mide pBR322, plus particuiierement en presence de zinc 
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( figure 14) . 

La proteine kinl7.se lie pref erentiellement a 
une region situee dans le fragment Pst I -Hind III de 
777 pb (figure 15A) . Ce fragment inciut la region C8 de 
5 haute courbure (figure 15B) . 

La proteine. kinl7 constitue un excellent mar- 
queur d'une deficience de la capacite d'une cellule a 

reparer sur ADN. 

Ainsi que cela ressort de ce qui precede, 

10 1 ' invention ne se limite nullement a ceux de ses modes de 
mise en oeuvre, de realisation et d 'application qui vien- 
nent d'etre decrits de facon plus explicit- ; elle en em- 
brasse au contraire toutes les variantes qui peuvent ve- 
nir a 1' esprit du cechnicien en la rr.atiere, sans s ' ecar- 

15 ter du cadre, ni de la porcee de la presente invention. 
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REVINDICATIONS 

. . „ n„r-i fi^p de la proteine kinl7 
1") Preparation purxrxee u« ^ 

ae souris, caracterisee en ce qu'elle presence un "doigt 
I zinc- capable de fixer les ions Zn- reactifs, en ce 
quelle est capable de r* "f*" °* 

Lble-brin at nota^ent les regions courbees de 
Lble-brin, en ce quelle presente un poids molecularre 
apparent de 43 000 daltons. et en ce quelle est reconnue 
ZZ bien par les anticorps anti-proteine 
les anticorps anti-proteine recA d' Escherichia coir. : 

2-, Preparation purifiee de la proterna kxnl7 
selon la revendication 1, caracterisee e n ce qu'elle com- 
orend un certain ncnbre de fragments peptidiques aptes a 
Lre utilises comme reactrfs de detection de la proterne 

5 kin17 ' 3 • ) Fragment peptidique selon la revendication 

2 caracterise en ce ,u' il est constrtue par un fragment 
de 15 aminoacides (peptide D-16-« , de sequence : Asp- 

0 qui correspond a la region de la proterne ^17. homo, 

logue a la protSine recA d'E.coii. V--,= onri- 

4-) Fragment peptidique de la proteine purr 

£i ee kiniv selon la revendication 2. caracterise en ^ce 
est constitue par un fragment de 11 amrnoacrdes 
5 peptide Y-»-K> , de sequence : Gln-Lys-Gln-Cvs-Arg-Asp- 
Glu-Asn-Gl y -Phe- L ys, qui se trouve dans le dcnarne £onc- 

tionnel denomme doigt de zinc. . ■ 

5') Anticorps anti-proteine kinl7 , caracterx- 

ses en ce gu'il sont obtenus par immunisation de roammx- 
30 feres et notaxnment de lapins avec une suspension antxge- 

fi^ue constitute par la preparation purifiee de protexne 

kinl7 selon la revendication 1 . . ■ - . 

6 -) Anticorps anti-proteine kin!7 , caracterx- 

ses en ce qu'ils sont const itues par des anticorps antx- 
35 fragments peptides selon 1 ■una ^elcon<*ue des revendx- 

cations 2, 3 ou 4 . 
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7') Anticorps selon la revendication 6, carac- 
terises en ce qu'ils sent constitues par des anticorps 
polyclonaux. 

8') Anticorps selon la revendication 6 , carac- 
terises en ce qu'iis sent constitues par des anticorps 
monoclonaux specif iques de chacun des peptides selon la 
revendication 2 ou la revendication 3. 

9') Sequence nucleotidique, caracterisee en ce 
qu ,elle est constitute par la sequence d ' ADN genomique 
KIN17 murin, en. ce qu' elle possede aumoins deux introns , 
dont I'un se- situe au niveau du nucleotide 137 et 1 • autre 
entre les nucleotides 339 et 429 de 1 ' ADNc murin cpdant 
pour la proteine kinl7, comprenant 1414 paxres de bases 
et de formuie I suivante : 
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10 •') Oligonucleotides , caracterises en ce 
gu-ils sent constitues par un fragment d'une sequence au- 



3 5 cleo 



tidique de formule I selon la revendication 9 . 
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11-) Oligonucleotide selon la revendication 
10, denomme oligonucleotide B, caracterise en ce qu'il 
presence la sequence de formule B suivante : 
AGGCGGAAAGAACCAGGGGATCCC 

12') Oligonucleotide selon la revendication 
10, denomme oligonucleotide C, caracterise en ce quVil 
Presence la sequence de formule C suivante : 
GCGAGTCCCAGCGGTACC 

13 • ) Oligonucleotide selon la . revendication 
10, denomme oligonucleotide D, caracterise en ce qu'il 
presence la sequence de formule. D suivante ■ : 
GACCTTGAAGACTCCGCTGCGAA 

14-) Oligonucleotide selon la revendication 
10, denomme oligonucleotide E, caracterise en ce. qu'il 
15 presente la sequence de formule E suivante : 

ACTGCCAAGTTCATTGAG 

15') Oligonucleotide selon la revendication 
10, denomme oligonucleotide F, caracterise en ce gu'il 
presence la sequence de formule F suivante :. 
TTCTTCTTCTTCAGCCGGGACCTA 

16-) Oligonucleotide selon la revendication 
10 , denomme oligonucleotide G, caracterise en ce qu'il 
presence la sequence de formule G suivante : 
TCGAAGAGGAAAAGAAAAGGACCG 

17 * ) Oligonucleotide selon la revendication 
10, denomme oligonucleotide I, caracterise en ce qu' 11 
presence la sequence de formule I suivante : 
CTGGAACTTCTGAGGCGACGCTT 

18') Oligonucleotide selon la revendication 
10, denomme oligonucleotide J, caracterise en ce qu'il 
presente la sequence de formule J suivante 
CCGACCATGTAAGTCATCTATCTG 

19') Oligonucleotide selon la revendication 
10, denomme oligonucleotide K, caracterise en ce qu'il 
35 presence la sequence de formule K suivante : 

CATCAGCCACCGAGAGCACATC . 
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20") Oligonucleotide selon la revendication 
10, denomme oligonucleotide > caracterise en ce qu'il 
presente la sequence de formule L suivante : 
AGCTGCTGCAGCAGCTTATCG . 
5 21') Oligonucleotide selon la revendication 

10, denomme oligonucleotide S, caracterise en ce qu'il 
presente la sequence de formule S suivante : 

AGCCCCAAGGCCATCGCCAA . 

22 ' ) Paire d 1 amorces pour la synthese et/ou la 
10 detection de L ' ADM genomique ou d'un produit de trans- 
cription du gene KIN17 , caracterisee en ce que chaque 
amorce comprend une sequence ou un fragment de sequence 

nucleotidique selon 1' une quelconque des revendications 

10 a 21. 

15 23-) Paire d- amorces selon la revendication 

22 caracterisee en ce qu'eile est constitute par un oli- 
gonucleotide de formule E apparie avec un oligonucleotide 

de formule F- 

24 ' ) Paire d' amorces selon la revendication 
20 22 caracterisee en ce qu'eile: est constitute par un oli- 
gonucleotide de fomule I apparie avec un oligonucleotide : 

de formule -X. 

; 25-) Paire d' amorces selon la revendication 
22 caracterisee en ce qu'eile est constitute par un oli- 
■= 25 gonucleotide de formule K apparie avec un oligonucleotide 

de formule J . 

V 26') Sondes nucleotidiques , caracterisees en 
ce qu'elles comprennent une sequence nucleotidique ou un 
fragment de sequence selon l'une quelconque des re- 
30 vendications 10 a 21, eventuellemenc marquee a 1 ' aide 
d'un marqueur tel qu'un isotope radioactif, une enzyme 
appropriee ou un f luorochrome. 

27' ) Sequence de l'ADNc humain caracterisee en 
ce qu'eile code pour la proteine kinl7 et comprend 2400 

3 5 paires de bases. 

28') Piasmide contenant l'ADMc du gene KIN17 
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humain, caracterise en ce qu'il est denomme XLpHK17 et a 
fait 1' ob jet d'un depot aupres de la CNCM sous le 
n' 1-1316 en date du 08 juin 1993. 

29') Reactif utilisable pour la detection, le 
diagnostic et le suivi de remaniements chromosomiques 
chez un mammif ere , apres exposition a un agent geno- 
toxique, caracterise en ce qu'il est choisi dans le 
groupe constitue par les reactifs immunologiques selec- 
tionnes parmi la preparation de proteine kinl? purifiee 
selon la revendication 1, les fragments peptidiques selon 
l'une queiconque des revendicat ions 2 a 4, les anticorps 
anti-peptides et les anticorps anti-proteine kinl7 puri- 
fiee, selon l'une queiconque. des revindications 5 a 8 et 
les reactifs nucleotidiques select ionnes parmi les se- 
quences d'ADN gencmique murin codant pour la proteine 
. kinl7 ou leurs fragments et les sequences d ' ADNc humain 
codant pour la proteine kirilT ou leurs fragments selcn 
l'une queiconque des revendications 9 a 27. 

30 * ) Procede de depistage de remaniements 
chromosomiques chez les mammif eres, caracterise en ce 
qu' il consiste a mettre en contact une cellule humaine 
(lymphocytes notamment) appropriee . avec un reactif selon, 
la revendication 29, apte a detecter la • presence d'une 
proteine, dont la production est induite par; un toxique 
genet ique . 

: 31' ) Procede de depistage selon la revendica- 
tion 30, caracterise en ce que l'on detecte la proteine 
kinl7 produite par une cellule appropriee, en mettant en 
presence ladite cellule avec un reactif immunologique se- 
lectionne parmi les reactifs du groupe qui comprend la 
preparation de proteine kinI7 purifiee, les fragments 
peptidiques de ladite preparation, les anticorps anti- 
peptides et les anticorps anti-proteine kinl7 purif xee, 
selon l'une queiconque des revendications 1 a 8. 

32*) Procede selon la revendication 31, carac- 
terise en ce que le reactif ixrmunologique est fixe sur un 
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support solide approprie. 

33*) Procede selon la revendication 31, carac- 
terise en ce que 1 ' on detecte 1 ' ADN genomique , les ARN 
messagers et/ou les produits de transcription du gene 

KIN17, , , . ' 

(1) en mettant en contact l'echantillon biolo- 

gique a analyser, traite pour extraire 1 ■ acide nucleique 
recherche avec une paire - d " amorces selon l'une quelconque 
des revendications 18 ou 19, pour amplifier au 

fragment dudit ADN ou ARN, 

(2) apres quoi, la sequence d ' ADN ou d ' ARN am- 
plifiee est detectee par au moins une sonde nucleotidique 
selon la revendication 26. 

34°) Procede de detection d'une modification 
chromosomique, caracterise en ce qu'il comprend : 

{!) 1 ' extraction de 1 ' ADN ou de 1 1 ARN a partir 

de cellules appropriees, 

(2) leur mis e en contact avec une proteine 

kinl7 , ' 

(3) la quantification de 1'ARNm KIN17., - 

■ (4) ;.la determination du rapport concentration 

ARNm KIN17/ ADN total. 

■ 35') Kit de detection d'une modification, chro- 
mosomique chez 1 « Homme, caracterise en ce gu' il .comprend, 
outre ■ les reactifs usuels, des anticorps anti-proteiae 
kinl7 de souris selon 1 ■ une quelconque des revendications 
5 a 8, pour 1 immunodetection rapide et sensible de la 
proteine kinl7 dans des extraits totaux de cellules 
humaines par Western blot ou par immunofluorescence. 

36-) Kit de detection de la proteine km!7 par 
la methode ELISA ou RIA, caracterise en ce qu'il 
comprend, outre les reactifs, usuels, des anticorps anti- 
proteine kinl7 de souris selon la revendication 5 et un 
couple d' anticorps selon la revendication 6, diriges cha 
cun centre un peptide choisi parmi les peptides selon 
1 ' U ne quelconque des revendications 2 a 4. 
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A. Carte de sequence schematique de la kin 17 



50 a a 



CO0H 



3. Seauences de NLS 

0 210 240 .; \ u r 

raPARP Q LPG IKN EG KRKG D EV DGT £ EVA D K Y S KI£ KALKAQ N EL I W 

:<ini7 ^^llcsaasgtokessossao^ 

hPARP . O LPG VKS EG KR KG D E V PC V D E V A KKK.^ KK E K D K PS KLE KA LKAQ 11 D LI W 

C. Sequences ^ doigt de zinc 



... ':.r. .; : >v, . 140 ■ ■ bf> 180 U^f 

aPARP ;:KGCI^KXEI^ 

- : - • : : : . : . . : : : ■ : : : : : : . : : ■ : :xx: . 

kinl? M f { ^ - MG KS D F ~ LS F KA I ANR I KG KG LO f^VR W Y C Q MC Q KQCR D E NG F KCKCMS ES HQRQ L - LLAiS ENPQQ 

h P ARP ^IXOlEKIDKGQTOI^KK?T/DPEKP0LG 
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